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RESUMO
As algas vermelhas (Rhodophyta) caracterizam-se por biossintetisarem 
poüssacarídeos, que apresentam altos teores de unidades de galactose que se arranjam em 
uma estrutura basicamente repetitiva, comoagares e carragenanas, e carboidratos de- baixa 
massa-mo&cular(CBM), hetierosiâeos. de galactose e glicerol. A, alga Porphyra spiràlis 
ampHfdU»%t~submetida a extrações: aquosa, a temperatura ambiente e à 80°G (1,5 p/v) e 
alcalina (KOH 4M, temperatura ambiente), os extratos obtidos foram precipitados com 3 
votemesdeetanol e acetato de potássio* originando frações polissacarídieas denominadas 
SCW (5,2% de rendimento), SHW (13%) e SAE (6,4%), respectivamente. O sobrenadante 
etanóüeo-resuteante da precipitação do extrato aquoso a frio, foi concentrado e liofíüzado 
resultando na fração CBP-I, a qual continha os CBM. Após fracionamento em filtro de 
carvão/ceSte (1:1), utilizando como eluente água e etanol (25, 50 e 100%), obteve-se 4 sub- 
frações denominadas: CBP-I-H2O, CBP-I-25, CBP-I-50 e CBP-I-100. Quando analisadas 
por RMN de 13C verificou-se a presença de heterosídeos somente na fração CBP-I-25, 
sendo D-isoflorideosídeo o predominante. As frações polissacarídicas foram análisadas por 
HESEC - KfâLLS e se mostraramu praticamente homogêneas, cujos palissacarídêos 
majoritários apresentaram massas moleculares creseentes (387.000; 613.400; e 716.500 
respectivamente). Os espectros de RMN dé 13C indicaram tratar-se de galactanas sulfatadas 
do tipe ágar. A composição monossaearídica das frações, determinada por tratamento 
alcalino, hidrólise redutiva e GLC, em mol% foi: p-D-gàlactose (SCW 36,3%; SHW 31,7% 
e SAE 40,9%), 6-O-metil-p-D-galactose (SCW 13,3%; SHW 15,9% e SAE 11,9%), 3,6- 
anidro a-L-galactose (SCW 13,7%; SHW 13,2% e SAE 25,9%) e a-L-galactose 6-sulfato 




1.1. ALGAS E SUA IMPORTÂNCIA ECONÔMICA
As macroalgas encontram-se agrupadas em três divisões: Chlorophyta (algas verdes), 
Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta (algas pardas). Podem ser encontradas em alto 
mar e no litoral fixadas a substrato rochoso ou calcáreo. No ambiente marinho, o número de 
espécies de algas vermelhas é maior do que o das algas pardas e verdes juntas, sendo 
particularmente abundantes em águas tropicais quentes, podendo estar presentes também 
nas regiões mais frias do mundo. As algas vermelhas geralmente crescem presas a rochas ou 
spbre outras algas; existindo poucas espécies flutuantes e poucas formas unicelulares e 
coloniais. As paredes celulares da maioria das algas vermelhas incluem um componente 
ipterno rígido formado por microfibrilas, que pode ser celulose ou outro polissacarídeo com 
estrutura equivalente e uma matriz mucilaginosa, constituída por gaiactanas sulfatadas, tais 
como ágar ou carragenana. É esta matriz mucilaginosa que confere às algas vermelhas a 
flexibilidade e a textura escorregadia, características desse grupo. A maioria das algas 
vermelhas apresenta uma estrutura filamentosa, que cresce apartir de uma única célula apical 
que se divide seqüencialmente em segmentos originando um eixo que, por sua vez, forma 
verticilos de ramos laterais. Poucos gêneros, como Porphyra, possuem células justapostas 
formando lâminas de uma ou duas camadas. A substância de reserva das algas vermelhas é o 
amido das florídeas, um polímero que se assemelha à fração amilopectina do amido 
yerdadeiro e não à fração amilose, sendo portanto mais semelhante ao glicogênio do que ao 
amido (RAVEN et al., 1996). Estas algas ainda biossintetizam earboidratos de baixo peso 
molecular e/ou polióis, os quais apresentam função de osmorregulação (KARSTEN et al., 
1996).
As algas apresentam importância econômica muito diversificada. Em muitos paizes 
orientais, como o Japão, as algas fazem parte da dieta alimentar. Apesar de não possuirem 
alto valor nutritivo como fonte de earboidratos porque o homem carece de enzimas 
necessárias para digerir a maioria das substâncias da parede celular, como a celulose e a
INTRODUÇÃO 2
matriz intercelular, rica em polissaearídeos sulfatados, as algas marinhas fornecem sais, 
inúmeras vitaminas e elementos-traço importantes. O ágar, extraído da parede celular de 
algas vermelhas, é utilizado para fazer cápsulas que contêm vitaminas e drogas, assim como 
material de moldes dentários, base para cosméticos e meio de cultura para bactérias e outros 
nfiicroorganismos. A agarose purificada é o gel utilizado frequentemente em eletroforese, na 
experimentação bioquímica. O ágar também é utilizado na fabricação de gelatinas e 
sjobremesas instantâneas e como conservante temporário para carnes e peixes nas regiões 
tropicais. A carragenena, também extraída da parede celular, é utilizada principalmente 
qomo estabilizador de emulsões tais como tintas, cosméticos e laticínios (RAVEN et al., 
1996).
1.2 OS CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR
As macroalgas biossintetisam, além de polissaearídeos, carboidratos de baixa massa 
molecular (heterosídeos e digeneasídeos), polióis (manitol, dulcitol, sorbitol) e sacarose os 
quais em muitos casos podem representar os principais produtos fotossintéticos. Por 
exemplo as algas vermelhas, Rhodophyta, biossintetizam carboidratos de baixa massa 
molecular (florideosídeo, isoflorideosídeo, digeneasídeo) e polióis (sorbitol e dulcitol) 
enquanto que as algas verdes, Chlorophyta, e pardas, Phaeophyta, produzem principalmente 
sacarose e manitol, respectivamente - KARSTEN et al., 1991.
Os carboidratos de baixa massa molecular (CBM) são principalmente heterosídeos 
de galactose e glicerol denominados: Floridosídeo [a-D-galactopiranosil-(l—»2)-D-glicerol] 
e Isofloridosídeos de configuração ‘D’ [a-D-galactopiranosil-( 1 —> 1 )-D-glicerol] ou ‘L’ [a-D- 
galactopiranosil-(l-»l)-L-glicerol] (MENG et al., 1987), produzidos por todas as ordens de 
Rhodophyta, exceto pela ordem Ceramiales, a qual produz digeneasídeo, o qual é formado 
por a-D-manopiranosil-(l—>2)-D-glicerato e se mostra restrito a este grupo (KIRST, 1980) - 
FIGURA 1. Tais CBM possuem atividade osmorreguladora, funcionando como osmólitos 
qu solutos compatíveis, tendo efeito estabilizante em enzimas, membranas e em estruturas 
de macromoléculas sob condições de hipersalinidade, mostrando-se acumulados no
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FIGURA 1: Estrutura química dos florideosídeos [a-D-galactopiranosil-( 1 —»2)-D-glicerol], 
Isofioridosídeos de configuração ‘D’ [a-D-galactopiranosil-(l-^l)-D-glicerol] ou ‘L’ [a-D- 
galactopiranosil-(l->l)-L-glicerol] e  digeneasídeo [a-D-manopiranosil-( 1 —>2)-D-glicerato] 
os earboidratos de baixo peso molecular presentes nas algas pertencentes a divisão 
Rhodophyta.
Os polióis são formados a partir de unidades monossacarídicas reduzidas, 
constituindo dessa maneira poliálcoois de D-manose, D-glucose e D-galactose (D-manitol, d- 
sorbitol e D-dulcitol, respectivamente), possuindo como principal função a manutenção dos 
níveis das pressões osmótica e de turgor, embora este mecanismo ainda não seja conhecido -
INTRODUÇÃO 4
FIGURA 2. A sacarose possui função estabilizadora em membranas após dessecação e 
osmorregulação (CROWE et al. 1987).
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FIGURA 2: Estrutura apresentada pelos polialcoois D-manitol, D-sorbitol e D-dulcitol 
encontrados em diferentes grupos de algas varmelhas.
Os CBM são ainda muito úteis nas algas vermelhas como critério taxonômico e 
filogenético, quando associados a outros caracteres, tais como: morfologia, ultraestrutura, 
desenvolvimento e ciclo de vida, bem como biologia molecular.
Em geral, para que um componente orgânico seja útil como marcador na sistemática 
é necessário que este seja específico de um certo taxon ou grupo de organismos e que seja 
suficientemente abundante para ser detectado e identificado com segurança. Desta maneira, 
os earboidratos de baixo peso molecular sintetizados durante a fotossíntese por diferentes 
algas têm sido considerados como um promissor caráter quimiotaxonômico. Por exemplo, o 
heterosídeo florideosídeo é considerado como sendo o principal produto fotossintético e de 
reserva em todas as ordens de Rhodophyta, exceto em Ceramiales, onde em geral, os 
membros deste grupo sintetizam e acumulam digeneasídeos. Membros da ordem Bangiales,
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como Porphyra e Bangia, contém em adição aos florideosídeos as 2 formas isoméricas de 
isoflorideosídeo: D-isoflorideosídeo e L-isoflorideosídeo (KARSTEN et al., 1993). Embora 
4 distribuição destes diferentes glicosideos em ordens de algas vermelhas tenha sido 
considerado como quimiotaxonomicamente útil, recentemente tem-se demonstrado que 
qjguns gêneros de Ceramiales produzem e acumulam florideosídeos e não digeneasídeos. 
Outras exceções bioquímicas são relatadas em Bostrychioideae (Ceramiales, 
Rhodomelaceae), taxon caracterizado por sintetisar os polialcoois sorbitol e dulcitol, 
componentes não muito comuns em algas vermelhas e no gênero Caloglosso (Ceramiales, 
Delesserriaceae) onde o principal carboidrato de baixo peso molecular sintetisado é o 
manitol (KARSTEN et al., 1999), componente este utilizado como marcador 
quimiotaxonômico de algas pardas.
Porphyra e Bangia são os únicos gêneros de macroalgas conhecidos que 
biossintetizam um ou ambas as formas isoméricas de florideosídeo manitol (KARSTEN et 
al., 1999).
1.3 AS GALACTANAS SULFATADAS
As galactanas sulfatadas biossintetizadas pelas algas vermelhas (Divisão 
Rhodophyta), denominadas de ágar e carragenana apresentam uma estrutura repetitiva 
formada por.
[ (-»3)-P-D-galactopiranose - (l-»4)-a-gaIactopiranose-(l->) ] n
unidade A unidade B
podendo apresentar grupos substituintes (metil ou sulfato) em diferentes posições. O grupo 
das carragenanas caracteriza-se por apresentar, na unidade B, a configuração enantiomérica 
D-galactose, enquanto o grupo do ágar por apresentar L-galactose. Alguns polissaearídeos 
híbridos apresentam ambas as configurações enantioméricas (D- e L-galactose) na unidade B. 
Porfirana, um sub-grupo dos agares, é o nome genérico dado aos principais
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polissacarídeos biossintetizadas por algas dos gêneros Porphyra e Bangia. As porfiranas são 
gaiactanas sulfatadas estruturalmente semelhantes ao ágar, porém mais complexas, devido à 
ocorrência natural de radicais 6-metil-éter em algumas unidades de D-galactose e de 6- 
sulfato ou do anel 3,6-anidro em algumas unidades de L-galactose, desta maneira estes 
polissacarídeos não se apresentam como uma simples repetição de unidades (REES, et al. 
1962; PAINTER, 1984).
Tais gaiactanas sulfatadas apresentam ainda o poder de formar géis e soluções 
yiscosas, esta capacidade está diretamente relacionada com a conformação helicoidal em 
dupla hélice do polissacarídeo. Segundo REES (1969), as hélices se formam nas regiões do 
polissacarídeo onde se encontram seqüências dissacarídicas repetitivas, nas regiões sem 
nenhum tipo de regularidade a dupla hélice se interrompe permitindo a interação com outra 
çadeia polissacarídica, denominadas zonas de união, formando agregados que podem conter 
lxlO4 liélices, como descrito por ARNOTT et al. (1974), em condições favoráveis, 
geralmente por resfriamento. A presença de unidades de 3,6-anidrogalactose são necessárias 
para a formação do gel, por esse motivo o tratamento alcalino potencializa o poder de 
geleificação do polissacarídeo.
O tratamento alcalino consiste num método artificial de obtenção de unidades 
rponossacarí dicas 3,6-anidrogalactose, apartir de unidades de galactose-6-sulfato 
precursoras presentes no polissacarídeo, por meio de uma reação de ciclização (FIGURA 3).
FIGURA 3: Reação de ciclização em gaiactanas do tipo ágar: transformação das unidades 
de a-L-galactose 6-sulfato OC4) em 3,6-anidro-a-L-galactose (4Ci), em meio alcalino.
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O tratamento alcalino pode ainda ser utilizado laboratorialmente para se determinar 
quantitativamente as unidades de a-galactose 6-sulfato através da diferença na percentagem 
4e sulfato presente na amostra antes e após o tratamento. A reação de ciclização ocorre sob 
alta temperatura (80°C) e na presença de álcali (NaOH 1M). Para impedir a degradação do 
polissacarídeo, reduz-se sua extremidade redutora com NaBHU, um agente redutor estável 
çm meio básico, antes e após a adição da base. A ciclização ocorre mediante a liberação do 
grupo sulfato, por um processo de eliminação, sob catálise básica e a concomitante 
fprmação do anel 3,6-anidro, mediante a perda de uma molécula de água. A eliminação é 
acompanhada por inversão da configuração do átomo de carbono ao qual estava unido 
(reação de substituição nucleofílica bimolecular, Sn2), ou seja, como resultado desta reação 
os resíduos de a-galactose passam de uma conformação 4Ci para *C4 em carragenanas (d - 
galactose) e de *C4 para 4Ci em ágar e porfiranas (L-galactose).
A troca da conformação, além de facilitar a ciclização por aproximar o oxigênio em 
C-3 e o sulfato em C-6, que passam a se encontrar em posições cis diaxiais favorecendo o 
ataque nucleofílico, também promove um aumento do poder geleificante do polissacarídeo 
como resultado da aquisição de uma conformação helicoidal da molécula. A reação somente 
ocorrerá com as unidades de a-galactose que possuírem sulfato no carbono 6 e que podem 
dar origem ao anel 3,6-anidro, estando sob controle da temperatura, concentração de álcali e 
do tempo de reação (CIANCIA, 1994).
As unidades de 3,6-anidrogalactose então produzem uma importante alteração na 
estrutura da molécula como um todo, sendo denominadas de unidades de dobramento, 
sendo necessárias para a formação do gel. A geleificação se deve a formação de uma rede 
Ijridimensional, sendo necessária ainda a presença de cátions específicos, os quais 
neutralizam a repulsão entre as duplas hélices.
GUISELEY (1970) realizou estudos com diferentes tipos de ágares e determinou 
que a temperatura de geleificação de soluções de agarose 1,5% aumenta com o aumento de 
unidades de 6-Ometil galactose no polímero.
CRAIGIE et al. (1984), estudou diferentes espécies de algas pertencentes ao gênero 
Qracilaria e verificou que o melhor gel foi obtido a partir de tratamento alcalino de G. 
sjoestedtii. É interessante notar que o ágar tratado continha o menor nível de sulfatação e
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6-O-metil galactose e o maior teor de 3,6-anidrogalactose.
Assim o poder de geleificação apresentado por diferentes tipos da ágares é uma 
çonsequência da composição monossacarídica da molécula, onde a força do gel é 
diretamente proporcional ao conteúdo de 3,6-anidrogalactose e inversamente proporcional 
ao teor de galactose ó-sulfato. A presença de unidades de 6-O-metil galactose aumenta a 
temperatura de geleificação porém não afeta a força do gel (CRAIGIE et a í, 1984).
Desde que as algas vermalhas do gênero Porphyra são de grande rentabilidade na 
indústria alimentícia e seus carboidratos de baixo peso molecular (CBM) são utilizados 
çomo critério taxonômico, o presente trabalho de monografia refere-se ao estudo estrutural 
do principal componente da matriz extracelular (galactana sulfatada) e dos CBM 




O presente trabalho de monografia tem como objetivos:
lr Extração, purificação e caracterização dos carboidratos de baixa massa molecular (CBM) 
e dos polissacarídeos sulfatados (porfiranas) isolados da alga vermelha Porphyra spiralis 
var. amplifolia Filho & Coll.
2- Determinação da estrutura química fina utilizando métodos químicos e espectroscópios, 
dos CBM e polissacarídeos extraídos.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. MATERIAL
Neste trabalho estudou-se os polissacarídeos extraídos da alga vermelha 







Espécie: Porphyra spiralis var. amplifolia Filho & Coll.
Os exemplares da alga foram coletados na Ilha do Farol em Caiobá, no estado do 
Paraná, durante o mês de setembro de 1999. Após retirados do mar foram lavados com 
água corrente e desidratados à sombra.
3.2. EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS E CARBOIDRATOS DE BAIXO 
?ESO MOLECULAR
A alga seca foi moída em moinho de faca e submetida à extração aquosa (1,5% 
p/v) sob agitação mecânica, à temperatura ambiente por 15 h, o extrato aquoso assim 
obtido foi centrifugado (12.000 rpm por 15 minutos), obtendo-se uma fração 
sobrenadante, e um precipitado, denominado de RESIDUO-I.
Os polissacarídeos, presentes no extrato aquoso, foram precipitados mediante 
adição de etanol (3 volumes) e acetato de potássio, o extrato etanólico assim obtido foi 
centrifugado (12.000 rpm por 20 min.), o precipitado então originou a fração nativa 
SCW após ressolubilização, diálise e liofilização; enquanto que o sobrenadante etanólico
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fpi concentrado em rotaevaporador, originando a fração CBP-I, a qual continha os 
carboidratos de baixo peso molecular.
O RESIDUO-I foi seqüencialmente submetido à extração à quente (80°C) por 5 
h. Seguindo os mesmos processos anteriormente descritos para obtenção da fração 
SCW, obteve-se a fração SHW e o RESIDUO-II, o qual foi ainda submetido à extração 
alcalina (KOH 4M) durante 4 h. Novamente utilizando-se da mesma metodologia 
anteriormente descrita, obteve-se a fração SAE e o RESÍDUO-III, o qual foi reservado.
3.3 PURIFICAÇÃO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECULAR
A fração CBP-I, a qual continha os carboidratos de baixo peso molecular, foi 
Submetida à cromatografia de adsorção em filtro de carvão-celite (terra de infusórios), 
com a finalidade de remover os pigmentos (liberados da alga durante a extração), 
dessalinificar a fração (acetato de potássio utilizado na precipitação dos polissacarídeos) 
e finalmente fracioná-la. O filtro foi montado em funil com placa porosa, em 4 camadas: 
uma camada fina de celite, uma camada contendo mistura de carvão (20g) : celite (20g) 
proporção 1 : 1, uma camada contendo uma mistura da amostra (l,5g) com carvão:celite 
e por final uma última camada fina de celite sobre a qual colocou-se algodão. Utilizou-se 
como eluentes água destilada e etanol 25, 50 e 100%, os eluatos assim obtidos 
priginaram 4 sub-frações: CBP-I-H2O, CBP-I-25, CBP-I-50 e CBP-I-100
respectivamente, após concentrados em rotaevaporador e liofilizados (WHISTLER et 
al., 1950)
3.4 ESTUDO DAS PORFIRANAS SULFATADAS DE ALGAS VERMELHAS.
3.4.1 TRATAMENTO ALCALINO
Para obtenção de frações quimicamente modificadas: as frações SCW, SHW e 
$AE, foram solubilizadas em água destilada (0,2 g%), reduzidas com boroidreto de 
sódio (NaBlHU - 10% em massa do polissacarídeo) por 16 h. Adicionando-se então 
hidróxido de sódio 3M (0,4 g%), concentração final 1M, novamente adicionou-se 
NaBHt (5% em massa). As soluções foram então mantidas a temperatura de 80°C em 
banho termostatizado por 3 horas (NOSEDA E CEREZO, 1995) para a obtenção de 
frações quimicamente modificadas, denominadas SCWm3, SHWm3 e SAEni3. As frações 
fpram então neutralizadas, dializadas e liofilizadas.
3.4.2 HIDRÓLISE ÁCIDA TOTAL DO TIPO HIDRÓLISE REDUTIVA
As frações SCW, SHW e SAE foram submetidas a hidrólise ácida total de acordo 
com o método de STEVENSON E FURNEAUX (1991), a qual se processa em duas 
çtapas, na primeira, utiliza-se ácido trifluoracético (TFA 3M) e 4-metil morfoline borane 
(agente redutor estável em meio ácido) a 80° C por 15 minutos para que ocorra redução 
das unidades de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose, protegendo-as da degradação em meio 
ácido; a segunda se dá a 120° C, nesta fase ocorre a redução das demais unidades 
constituintes do polissacarídeo. Uma vez reduzidas todas as unidades, as mesmas foram 
acetiladas com anidrido acético e TFA concentrado durante 15 minutos a 50° C, uma vez 
na forma de acetato de alditol seguiu-se então analise por cromatografia líquido gasosa 
(ÇLG).
3.4.3 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE GRUPOS SULFATO
O teor de sulfato das amostras foi determinado de acordo com o método 
gelatina-BaCk (DODGSON, 1961), após hidrólise das amostras com HC1 1M (5h, 
105°C), utilizando-se como padrão Na2S04 (lmg/mL), as leituras fotocolorimétricas
MATERIAIS E MÉTODOS 12
MATERIAIS E MÉTODOS 13
ffaram  realizadas em espectrofotometro a 360nm (limite de sensibilidade do método: 20- 
200 (ig de sulfato) .
3.4.4 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS
3.4.4.1 CROMAT OGRAFIA LÍQUTOO-GASOSA (CLG)
As análises por cromatografia líquido-gasosa foram realizadas em Cromatógrafo 
Hewlett Packard 5890, com detector de ionização de chama (300°C) e injetor (250°C), 
Utilizando nitrogênio como gás de arraste e coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 
mm de d. i.), revestida com DB-225 (0,25 |im) em diferentes temperaturas: as análises 
çromatográficas para acetatos de alditol foram realizadas na temperatura de 220°C, 
utilizando-se padrões para galactose, 6-O-metil galactose e 3,6-anidro galactose.
3.4.4.2 CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAÇÃO (GPC - HPSEC-MALLS) -  
ANÁLISE DE HOMOGENEIDADE E MASSA MOLECULAR
Determinação da variação do índice de refração com relação à concentração 
(dn/dc): soluções de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg da amostra em 1 mL de NaNOs e azida 
de sódio de cada fração, foram previamente filtradas em membranas MILL1PORE 0,45 
(j.m e armazenadas em frascos viais rigorosamante limpos. As análise foram realizadas 
utilizando-se injeções de 500 |j,L de cada solução em HPLC acoplado a detector de 
espalhamento de luz, com fluxo de 0,6 mL/min e pressão de 67 psi a 20°C.
Análise de homogeneidade e de determinação da massa molecular ponderai média 
(Mw): para a análise de homogeneidade preparou-se uma solução de 2 mg da amostra em
1 mL de nitrito de sódio (NaN03 0,1M) e azida de sódio (200ppm) dissolvidas em água 
milliQ, previamente filtradas em membranas MILLIPORE (acetato de celulose) de 0,45 e 
0,22 jxm. A análise foi realizada utilizando-se injeções de 500 |iL de solução em HPLC 
^copiado a detector de espalhamento de luz, com fluxo de 0,6 mL/min. Para a 
determinação da massa molecular ponderai média utilizou-se o valor de dn/dc 
anteriormente obtido juntamente à análise de homogeneidade.
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As análises por GPC foram realizadas em cromatógrafo de exclusão estérica de 
alta pressão (HPSEC) WATERS, equipado com um detector de índice de refração 
diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em 
multiângulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 
4_etectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes ângulos. Foram utilizadas 4 
colunas de gel permeação WATERS, com limites de exclusão de 1.106, 4.105, 8.104 e 
5.IO3, em série. O eluente utilizado foi uma solução de NaM>3 OJmol.L'1 contendo 
NaN3 200 ppm, pressão de 920 psi á 20°C.
Utilizou-se o programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY), para analisar os 
4ados obtidos. Para cada amostra pode se efetuar uma medida do espalhamento do feixe
luminoso em função da concentração do polímero e em função do ângulo. A relação que
permite calcular Mw é:
Kc(1+cos20) = (1/MW + 2A2C = -OF^Ô)
ARe
onde K=(27t2n2/X.o4N)/ (dn/dc)2
n= índice de refração do solvente no comprimento de onda Xo 
Xo= comprimento de onda da luz incidente 
N= número de Avogadro
c}n/dc=taxa de variação do índice de refração com a concentração 
c= concentração do polímero 
0= ângulo do feixe de luz espalhado 
A2= segundo coeficiente virial
P(0) = função que leva em consideração as interferências entre as diferentes vibrações 
emitidas por uma mesma partícula 
ARe= diferença entre o Re da solução e o Re do solvente 
Re= fator de Rayleigh, calculado através da seguinte equação 
Re= Ge.D 
Go. o \ l ’
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Onde Ge é a intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado, Go a 
intensidade relativa correspondente ao feixe incidente, D, a ’, 1’ são constantes do 
aparelho.
3.4.5 MÉTODO ESPECTROSCÓPICO - RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN - 13C)
Os espectros de ressonância magnética nuclear de carbono-13 foram obtidos na 
frequência base de 100,16 Mhz, no espectroscópio da marca BRUKER, série Avance, 
modelo DRX 400. O intervalo de aquisição do sinal foi de 0,6 segundos tendo sido 
fpitas, em média, 100K aquisições. Utilizou-se intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. 
As amostras foram dissolvidas em D20  e colocadas em tubos de 5 mm e 10 mm de 
cfiâmetro para análise no espectroscópio à temperatura de 70°C. Os deslocamentos 
químicos, expressos em ô (ppm), foram determinados utilizando acetona como padrão 
interno (ô = 30,2).
3.5 ESTUDO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECULAR
Os carboidratos de baixo peso molecular foram caracterizados por ressonância 
magnética nuclear de 13C (RMN de 13C), seguindo o mesmo procedimento descrito para 
os polissaearídeos, utilizando padrões previamente purificados no laboratório e dados 
obtidos em bibliografia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
4.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL
Existem no litoral brasileiro três espécies de algas pertencentes ao gênero Porphyra. 
P. roseana, P. acanthophora e P. spiralis (FILHO & COLL, 1975). Todas são plantas que 
crescem em tufos multi-laminares, diferindo quanto a forma e tamanho destas lâminas. A 
espécie P. roseana é representada por plantas de tamanho reduzido (1-3 cm de altura) com 
lâminas sub-orbiculares, enquanto que as espécies P. acanthophora e P. spiralis 
representam plantas de tamanho superior (7-15 cm de altura), sendo estas morfologicamente 
muito semelhantes, o que dificulta a distinção entre elas. O critério morfológico de maior 
sjígnificância para a distinção entre estas duas espécies é a presença de microscópicos dentes 
marginais presentes na lâmina de P. acanthophora, os quais se mostram ausentes em P. 
spiralis. Ambas as espécies apresentam duas variedades cada: P. acanthophora variedade 
acanthophora e variedade brasiliensis; P. spiralis variedade spiralis e variedade amplifolia.
Segundo FILHO & COLL (1975), a espécie Porphyra spiralis apresenta ainda os 
seguintes caracteres morfológicos distintivos: plantas formando tufos, podendo atingir até 
15 cm de altura, cujas lâminas, muito finas, apresentam-se retorcidas e com a margem 
pregueada, quando recentemente desidratadas possuem coloração violácea. Suas duas 
variedades spiralis e amplifolia são facilmente distinguíveis. P. spiralis variedade spiralis 
possui lâminas muito estreitas, torcidas, com margens fortemente pregueadas, atingindo até 
7 cm de altura, enquanto que a variedade amplifolia possui lâminas não muito estreitas, com 
margem lisa ou ondulada, parcialmente divididas maiores e mais largas podendo atingir até
1 £ cm de altura.
Desta maneira dentre as algas coletadas na Ilha do Farol, em Caiobá, no estado do 
Paraná poderiam estar presentes ambas as algas P. acanthophora e P. spiralis, uma vez que 
ambas apresentam o mesmo habitat, se fixando a rochas expostas a maré. Assim o critério 
morfológico mais evidente e de maior facilidade de visualização escolhido para seleção dos 
exemplares a serem estudados neste trabalho foi o tamanho e forma das lâminas de P. 
spiralis variedade amplifolia, uma vez que para a realização da diferenciação entre P.
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acanthophora e P. spiralis variedade sp irai is seria necessário o uso de lupas para a 
visualização dos dentes laminares marginais, análise essa que necessitaria de muito 
tempo disponível, o qual não seria possível, por tratar-se deste trabalho uma dissertação 
de monografia. Assim estudou-se a alga pertencente a espécie P. spiralis variedade 
amplifolia (FIGURA 4).
FIGURA 4: Alga Porphyra spiralis var. amplifolia Oliveira Filho & Coll.
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4.2 EXTRAÇÃO E ESTUDO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA 
MOLECULAR (CBM)
Após a extração à temperatura ambiente da alga seca e moída, o sobrenadante 
çtanólico utilizado na precipitação dos polissacarídeos da fração SCW, foi concentrado e 
liofilizado, resultando na fração CBP-I, a qual continha os carboidratos de baixa massa 
molecular. Esta fração foi então submetida a uma cromatografia de adsorção em carvão- 
terra de infusórios, com a finalidade de remover-se os pigmentos e o sal acetato de potássio 
ijtilizado na precipitação dos polissacarídeos, resultando em 4 sub-frações denominadas de 
CBP-I-H20  (eluída com H20  destilada), CBP-I-25 (eluída com etanol 25%), CBP-I-50 e 
ÇBP-I-100 (eluídas com etanol 50 e 100%, respectivamente), como mostrado na FIGURA 
5.
Todas as frações (CBP-I, CBP-I-H20, CBP-I-25, CBP-I-50 e CBP-I-100) foram 
submetidas a análise por RMN de 13C, com a finalidade de verificar-se quais carboidratos de 
baixo peso molecular eram biossintetisados por esta espécie de alga, heterosídeos, 
digeneasídeos ou polióis. A análise do espectro de RMN de 13C das frações CBP-I e CBP-I- 
H20  indicaram somente a presença de sal (acetato de potássio), como indicam os sinais em 
} 80,28 ppm e 23,48 ppm, correspondentes aos carbonos do grupo carboxílico e metílico, 
respectivamente. Na mesma análise para a fração CBP-I-25, verificou-se a presença de sinais 
atribuídos aos carboidratos de baixo peso molecular e a ausência dos sinais correspondentes 
ao sal acetato de potássio, indicando que este foi totalmente removido durante a eluição 
çom água destilada. Os espectros para as frações CBP-I-50 e CBP-I-100 mostraram uma 
ausência total de sinais, com exceção daqueles referentes à acetona utilizada para calibrar o 
^parelho, indicando que todos os carboidratos foram eluídos com etanol 25% (FIGURA 6).
A análise do espectro de RMN de 13C em DEPT, da fração CBP-I-25, mostrou a 
presença de sinais característicos dos heterosídeos: D-isofiorideosídeo (98,706 ppm), L- 
isoflorideosídeo (98,342 ppm) e florideosídeo (97,973 ppm), correspondentes aos carbonos 
anoméricos das unidades de a-D-galactose (os demais sinais são atribuídos aos carbonos 2, 
3,4, 5 e 6 da galactose e aos carbonos 1, 2 e 3 do glicerol, como mostrado na FIGURA 7).
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Esta análise mostrou ainda que nesta espécie, ocorre uma predominância do 
heterosídeo D-isoflorideosídeo em relação aos demais, ao contrário do que é observado para 
todas as outras espécies de algas pertencente ao mesmo gênero (Porphyra), as quais 
apresentam maiores teores de L-isoflorideosídeo como P. columbina (KARSTEN et al., 
1993 e 1999) e P. lucasii (KARSTEN et al., 1999) ou maiores teores de florideosídeo 
como P. dioica, P. leucosticta, P. perforata, P. saldanhae, P. umbilicales e P. yezoensis 
(KARSTEN etal, 1999).
KARSTEN et al. (1993) realizou estudos com os heterosídeos biossintetisados pela 
qlga P. columbina Montagne, coletadas em diferentes épocas do ano e verificou uma 
variação sazonal nas suas concentrações, indicando que a biossíntese deste CBM sofrem 
ipfluência ambiental. Assim a predominância do heterosídeo L-isoflorideosídeo em P. 
spiralis var. amplifolia pode ser um reflexo da condição ambiental a qual a alga estava 
^ujeita na época em que foi coletada (setembro) e não uma característica intrínseca a esta 
espécie. Para confirmar este resultado, um acompanhamento sazonal dos CBM sintetisados 
por esta alga deveria ser feito, verificando desta maneira se são apenas momentâneos ou se o 
heterosídeo majoritário sempre o é durante o ano.
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Alga secamoída
-extração aquosa
(1,5% p/v, temperatura ambiente, 14 h) 
-centrifugação (12.000 rpm, 15 min)
-precipitação com 
etanol (3 volumes) 
e co-precipitação com 







e fracionado emfHtro decarvão-celite, 
utilizando como eluenteH 20  e etanol 
(25, 50 e 100%)




FIGURA 5: Fluxograma da extração e fracionamento dos carboidratos de baixa massa 
molecular extraídos da alga Porphyra spiralis var. amplifolia FILHO & COLL.
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FIGURA 6: Espectro de RMN de 13C das frações CBP-I, CBP-I-H20, CBP-I-25, CBP-I- 
50 e CBP-I-100, obtidas a partir do sobrenadante etanólico resultante da extração a frio, 
mostrando a presença de acetato de potássio nas frações CBP-I e CBP-I-H20  e de 
carboidratos de baixa massa molecular na fração CBP-I-25.
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FIGURA 7: Espectro de RMN de 13C em DEPT da fração CBP-1^25mostrando a 
ocorrência dos heterosídeos: D-isoflorideosídeo, L-isoflorideosídeo e florideosídeo.
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4.3 EXTRAÇÃO E ESTUDO DOS POLISSACARÍDEOS
A partir da alga seca e moída obtiveram-se 3 frações, além daquela contendo os 
çarboidratos de baixo peso molecular, denominada CBP-I, as frações SCW, SHW e SAE, 
com rendimentos de 5,1; 13,0 e 6,4 % respectivamente, contendo as porfiranas extraídas da 
matriz extracelular da alga Porphyra spiralis var. amplifolia (FIGURA 8).
Para a determinação da composição monossacarídica das frações SCW, SHW e SAE 
realizou-se hidrólise redutiva e acetilação, seguida de análise por cromatografia líquido 
gasosa (CLG), indicando que os polissacarídeos presentes nestas frações são polímeros de 
galactose (galactanas) constituídos unicamente por unidades de: 3,6-anidrogalactose (13,7; 
13,2; 25,9), 6-O-metil galactose (13,3; 15,9; 11,9) e galactose (73,0; 70,9; 62,2 mol%) - 
TABELA 1.
TABELA 1: Composição monossacarídica das frações SCW, SHW e SAE determinada por 





?CW 5,1 13,7 13,3 73,0
SHW 13,0 13,2 15,9 70,9
SAE 6,4 25,9 11,9 62,2
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A presença de ynidades de 3,6-anidrogalacatose determinada por CLG, é um 
indicativo de que estas galactanas podem ser sulfatadas, isto é, conter ainda unidades de 
galactose substituídas por grupos sulfato em carbono 6 (C-6), galactose 6-sulfato, as quais 
não podem ser detectadas diretamente por CLG devido a perda do grupo sulfato durante a 
hidrólise do polissacajídeo sendo, desta maneira, incluídas na percentagem total de 
galactose.
Para comprovar a presença das referidas unidades de galactose 6-sulfato nas frações, 
as mesmas foram submetidas a tratamento alcalino (NaOH 1M, 3h, 80°C -  FIGURA 9) 
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FIGURA 9: Alteração química e estrutural das porfiranas constituintes da fração SHW 
como decorrência do tratamento alcalino: mudança da unidade de galactose 6-sulfato para
3,6-anidrogalactose.
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Analisadas por CLG, após hidrólise redutiva e acetilação, verificou-se uma redução 
no teor de galactose após tratamento alcalino e um concomitante aumento no teor de 3,6- 
^nidrogalactose em todas as frações, confirmando-se a presença de unidades de galactose 
naturalmente sulfatadas em C-6 nos polissaearídeos nativos, o teor total de grupos sulfato 
<Jlas frações nativas e modificadas também foi determinado de acordo com o método 
gelatina-bário (DODGSON, 1961) - TABELA 2. A fração SCW apresentou uma redução 
<|lo teor sulfato de 22,06% na fração nativa para 5,8% na fração modificada (valores 
expressos como SO3K), enquanto que as frações SHW e SAE apresentaram uma redução de 
18,22 para 11,2% e de 29,5 para 6,1%, respectivamente. Nas frações modificadas 
quimicamente ainda detectou-se a presença de grupos sulfato, indicando presença de 
unidades de galactose 6-sulfato que não sofreram ciclização mediante tratamento alcalino ou 
a presença de grupos sulfato substituindo outras posições que não C-6 .
JABELA 2: Composição monossacarídica das frações nativas e modificadas por tratamento 
alcalino, determinada por CLG na forma de alditóis acetatos, em mol%.
Monossacarídeos (mol%)
Fração SO3K --------------------------------------------------------------------
(%) 3,6-Angal1 6-O-Megal2 Gal3
SCW 22,06 13,7 13,3 73,0
SCWm3* 5,8 56,4 7,3 36,3
§HW 18,22 13,2 15,9 70,9
SHWm3 11,2 59,7 8,6 31,7
|SAE 29,5 25,9 11,9 62,2
SAEm3 6,1 50,3 8,8 40,9
*fração modificada por tratamento alcalino (NaOH 1M, 80°C, 3h);
13,6-anidrogalacatose; 26-0 -metil galactose; 3galactose.
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As gaiactanas sulfatadas nativas das frações SCW, SHW e SAE foram então 
submetidas à análise por ressonância magnética nuclear de carbono 13 (RMN de 13C). 
Comparando-se a região do carbono anomérico do espectro (110 - 90 ppm) de todas as 
frações é possível verificar a ocorrência de 6 sinais, correspondentes ao C-l das seguintes 
unidades monossacarídicas: para P-D-galactose ou 6-O-metil p-D-galactose quando 
^ubstituída glicosidicamente em C-l e C-3 por a-L-galactose 6-sulfato (103,33 -  103,29 
ppm), para P-D-galactose ou 6-O-metil P-D-galactose quando substituída glicosidicamente 
ejm C-l por a-L-galactose 6-sulfato e em C-3 por 3,6-anidro-a-L-galactose (103,18 -  
103,13 ppm), para P-D-galactose ou 6-O-metil P-D-galactose quando substituída 
glicosidicamente em C-l e C-3 por 3,6-anidro-a-L-galactose (102,06 -  102,02 ppm), para 
a-L-galactose 6-sulfato quando substituída glicosidicamente em C-l por p-D-galactose ou 6- 
O-metil P-D-galactose e em C-4 por P-D-galactose (100,93 -  100,85 ppm), para a-L- 
galactose 6-sulfato quando substituída glicosidicamente em C-l por P-D-galactose ou 6-O- 
metil P-D-galactose e em C-4 por 6-O-metil P-D-galactose (100,74 -  100,67 ppm) e para
3,6-anidro-a-L-galactose quando substituída glicosidicamente em C-l por P-D-galactose ou 
6-O-metil P-D-galactose e em C-4 por 6-O-metil P-D-galactose (98,02 -  97,82 ppm), 
indicando dessa maneira a presença dos mesmos monossacarídeos porém em diferentes 
proporções, confirmando os resultados obtidos por CLG (FIGURA 10) e ainda a ausência 
de grupos sulfato em outras posições que não em C-6 das unidades de a-L-galactose.
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7 ABEL A 3: Sinais correspondentes aos carbonos anoméricos (C-l) dos monossacarídeos 
presentes nas galactanas sulfatadas das frações SCW, SHW e SAE, por ressonância 
magnética nuclear de carbono 13 (RMN de 13C) - NOSEDA et al., in press.
Sinais do C-l (ppm) Unidade
correspondente
Unidade 1-O-ligada Unidade 3 ou 
4-0-ligada
103,33 -  103,29 p-D-Gal1 ou 6Me|3-D- 
Gal2
a-L-Gal 6-S a-L-Gal 6-S
103,18- 103,13 P-D-Gal ou 6Me(5- D- 
Gal
a-L-Gal 6-S 3,6-An-a-L-Gal
102,06 -  102,02 P-D-Gal ou 6Mep-D- 
Gal
3,6-An-a-L-Gal 3,6-An-a-L-Gal
100,93 -  100,85 a-L-Gal 6-S3 P-D-Gal ou 6MeP-D-Gal P-D-Gal
100,74-100,67 a-L-Gal 6-S p-D-Gal ou 6MeP-D-Gal 6MeP-D-Gal
98,02 -  97,82 3,6-An-a-L-GaI4 p-D-Gal ou 6MeP-D-Gal 6MeP-D-Gal
^-D-galactose; 26-0-metil P-D-galactose; 3a-L-galactose 6-sulfato; 43,6-anidro-a-L- 
galactose
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13FIGURA 10: Análise por ressonância magnética nuclear de carbono 13 (RMN de C) 
das frações SCW, SHW e SAE, mostrando na região correspondente ao carbono 
anomérico do espectro (110 - 90 ppm) os sinais para cada unidade monossacarídica 
presente nestas gaiactanas sulfatadas.
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A análise da região anomérica do espectro das frações modificadas, mostrou um 
aumento nos sinais correspondentes aos C-l das unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose em 
^7,824 ppm substituída glicosidicamente em C-l por P-D-galactose ou 6-O-metil p-D- 
galactose e C-3 por 6-O-metil P-D-galactose e de P-D-galactose ou 6-O-metil p-D-galactose 
quando substituída glicosidicamente em C-l e C-3 por 3,6-anidro-a-L-galactose (102,04 
ppm), e a ausência dos sinais correspondentes ao C-l das unidades de a-L-galactose 6- 
^ulfato (100,93 -  100,85 ppm; 100,74 -  100,67 ppm), bem como dos sinais correspondentes 
as unidades de P-D-galactose ou 6-O-metil P-D-galactose quando substituídas 
glicosidicamente em C-l e/ou C-3(4) por a-L-galactose 6-sulfato (103,33 -  103,29 ppm; 
103,18 -  103,13 ppm), como pode ser verificado na FIGURA 11, indicando assim que os 
yalores de teor sulfato apresentado pelas frações modificadas provavelmente são devido à 
interferência de resíduos presentes no momento da análise.
Os resultados obtidos pelas análises de RMN de 13C para as frações obtidas a partir 
da alga vermelha P. spiralis var. amplifolia (SCW, SHW e SAE) são muito semelhantes 
^aqueles obtidos para a fração PC75 obtida a partir da alga P. columbina Montagne 
(NOSEDA et al., in press). Tal fração era constituída por galactanas sulfatadas do tipo ágar, 
apresentando uma estrutura dissacarídica repetitiva formada unicamente por unidades de P- 
D-galactopiranose substituídas glicosidicamente em C-3, podendo apresentar-se metilada em 
Ç-6 (6-O-metil-P-D-galactose) ou não (P-D-galactose), unidade A, e por a-L- 
galactopiranose 6-sulfato, substituídas glicosidicamente em C-4, sendo que apenas essas 
ifnidades apresentavam grupos sulfato substituíntes, podendo esta, ainda, estar substituída 
pelo seu anidro-açúcar correspondente 3,6-anidrogalactose, unidade B (FIGURA 12).
Baseando-se na alta similaridade entre os sinais característicos apresentados por 
esses polissaearídeos, pode-se afirmar que os polissaearídeos biossintetizados pela alga 
estudadas nesse trabalho também apresentam uma estrutura dissacarídica repetitiva formada 
unicamente por unidades de p-D-galactopiranose substituídas glicosidicamente em C-3, 
rpetiladas ou não em C-6 e por a-L-galactopiranose substituídas glicosidicamente em C-4, 
sulfatadas em C-6 ou substituída pelo seu anidro-açúcar correspondente 3,6- 
anidrogalactose.
RESULTADOS E DISCUSSÃO 31


















mm é mM jJJ
3,6 AG - 3,6-anidro-a-L-galactose; 6-G -  6-O-metil P-D-galactose; G - P-D-galactose
FIGURA 11: Espectro de RMN de 13C das frações modificadas por tratamento alcalino 
(NaOH 1M, 3 h a 80°C), mostrando a ocorrência apenas dos sinais correspondentes aos 
C-l das unidades de P-D-galactose ou 6-O-metil P-D-galactose substituídas 
glicosidicamente em C-l e C-3 por 3,6-anidro-a-L-galactose e das unidades de 3,6- 
anidro-a-L-galactose.
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3,6AG -  3,6 anidro a-L-galactose; 6-G - 6-O-metil P-D-galactose; G - P-D-galactose
FIGURA 12: Espectro de RMN de 13C da fração SHWm3, mostrando a ocorrência 
apenas dos sinais correspondentes aos C-l das unidades de P-D-galactose ou 6-O-metil 
P-D-galactose e de 3,6-anidro-a-L-galactose, comparada ao espectro da fração PC75m3, 
obtida a partir da alga P. columbina (NOSEDA et al., in press), mostrando a alta 
similaridade entre os polissaearídeos biossintetisados por ambas as algas.
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Observou-se nas frações obtidas por tratamento alcalino SCWm3, SHWm3 e SAEm3 
aumento na capacidade de geleifícar a temperatura ambiente, uma vez que como pode ser 
qbservado na TABELA 2, as referidas frações apresentaram redução no teor de grupos 
sulfato e aumento no teor 3,6-anidrogalactose, porém nenhum experimento para medir-se a 
fbrça do gel foi realizado.
A análise de composição monossacarídica e de 13C fornece informações importantes 
a respeito da estrutura das porfiranas constituintes das frações SCW, SHW e SAE, pode-se 
çoncluir assim que são gaiactanas sulfatadas, formadas por p-D-galactopiranose (36,3; 31,7; 
40,9% respectivamente) e seu derivado naturalmente metilado 6-0-metil-|3-D-galactose 
(13,3; 15,9; 11,9%) substituídas glicosidicamente em C-3, bem como por a-L- 
galactopiranose 6-sulfato (36,7; 39,2; 21,3%), obtido a partir da diferença entre o teor antes 
e após o tratamento alcalino, e seu anidro açúcar correspondente 3,6-anidro a-L-galactose 
(13,7; 13,2; 25,9%) substituídas glicosidicamente em C-4, apresentando portanto uma 
qstrutura do tipo ágar (FIGURA 13).
A homogeneidade dos polissacarídeos das frações SCW, SHW e SAE, foi 
cfeterminada por cromatografia de gel permeação (GPC - HPSEC-MALLS). O perfil de 
eluição obtido para os polissacarídeos de todas as frações indica que estes apresentam-se 
praticamente homogêneos, apresentando apenas pequenas concentrações de fragmentos 
moleculares nas frações SCW e SAE, além dos polissacarídeos, conforme mostrado na 
FIGURA 14 (onde as linhas vermelhas se referem ao espalhamento de luz, captado pelo 
fotossensor 11, o qual se encontra formando um ângulo de 90° com o feixe de luz - laser - e 
indica o tamanho de cada molécula presente na fração, enquanto que as linhas azuis se 
referem ao índice de refração, indicando a concentração de cada tamanho molecular 
presente na fração) é interessante ressaltar que se tratam de frações brutas que não sofreram 
nenhum tipo de fracionamento.
A análise conjunta de todos os perfis obtidos pelos 18 fotossensores presentes no 
aparelho, ao redor da célula, e sabendo-se que o peso molecular e o espalhamento de luz são 
diretamente proporcionais, pode-se concluir que o polímero presente nessas frações possui 
î tna alta massa molecular, devido a maior intensidade de luz espalhada em altos ângulos, 
como pode ser verificado pela seqüência crescente obtida para a fração SHW (FIGURA 15).





13,7%Ri= SQ b 36,7% R2=CH3 13,3%
R2=H 36,3%
Ri=SQT 39,2% R2=CHb 15,9%
R2=H 31,7%




FIGURA 13: Estrutura apresentada pelos polissaearídeos extraídos da alga Porphyra 
spiralis var. amplifolia presentes nas frações SCW, SHW e SAE.
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FIGURA 14: Perfil cromatográfico apresentado pelas frações SCW, SHW e SAE, mediante 
análise de homogeneidade por GPC, indicando ocorrência de fragmentos moleculares na 
primeira e última fração.
RESULTADOS E DISCUSSÃO 36
3D Plot - SHW1 §
/ A
FIGURA 15: Perfil de caráter crescente apresentado pela fração SHW, mostrando que nesta 
fração se encontram presentes polímeros de alta massa molecular.
Para se confirmar os resultados acima mencionados, a massa molecular das 
porfiranas foi determinada, pelo aparelho (HPSEC -  MALLS), a partir de seu perfil de 
eluição e de seu dn/dc (variação do índice de refração com relação a variação da 
Qoncentração). Assim a massa molecular determinada para o polissacarídeo majoritário da 
fração SCW foi de 387.200 (dn/dc = 0.161), da SHW foi 613.400 (dn/dc = 0.120) e da 
SAE foi 716.500 (dn/dc = 0.115), correspondendo a forma de extração a partir da qual 
foram obtidas, isto é, condições mais brandas (aquosa à temperatura ambiente) removeram 
polissacarídeos de menor massa, enquanto que condições mais drásticas (utilizando KOH 
4M) removeram polissacarídeos de maior massa molecular.
A determinação da massa molecular por este método é mais seguro do que aquele 
determinado por coluna de massa molecular, por levar em consideração o conformação 
espacial do polímero.
A FIGURA 16 mostra um perfil comparativo das massas moleculares das porfiranas 
de cada fração.
agregado molecular
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FIGURA 16: Perfil comparativo das massas moleculares cumulativas das porfiranas 
presentes nas frações SCW, SHW e SAE, obtido mediante análise por GPC.
Na figura pode-se observar que os polisacarídeos de todas as frações se encontram 
cjentro de uma mesma faixa de massa molecular, além disso as frações SHW e SAE possuem 
pequenas percentagens de fragmentos moleculares (indicado pelo desvio radical na 
inclinação das retas), e ainda de agregados moleculares nas frações SCW e SHW (indicado 




Os resultados obtidos permitem concluir que
«I A alga Porphyra spiralis var. amplifolia apresenta somente heterosídeos como 
carboidratos de baixa massa molecular, dentre estes predominando D-isoflorideosídeo;
f A partir da alga seca e moída, obteve-se três frações, a frio, SCW (5,1 %), a quente, 
SHW (13,0 %) e alcalina, SAE (6,4 %), praticamente homogêneas, de massas 
moleculares crescentes (387.000; 613.400; e 716.500 respectivamente) correspondendo a 
forma de extração;
• Os polissacarídeos presentes nas três frações são galactanas sulfatadas do tipo ágar, 
fprmadas pelas mesmas unidades monossacarídicas, diferindo apenas quanto as suas 
percentagens relativas: p-D-galactopiranose substituídas glicosidicamente em C-3, 
podendo apresentar-se metilada em C-6 (6-0-metil-P-D-galactose: SCW 13,3%; SHW 
15,9% e SAE 11,9%) ou não (P-D-galactose: SCW 36,3%; SHW 31,7% e SAE 40,9%), 
ijnidade A, e por a-L-galactopiranose substituídas glicosidicamente em C-4, sulfatada em 
C-6 (a-L-galactose 6-sulfato: SCW 36,7%; SHW 39,2% e SAE 21,3%) ou substituída 
pelo seu anidro-açúcar correspondente 3,6-anidro a-L-galactose (SCW 13,7%; SHW 
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